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BOITES BIOACTIVES POUR CULTURES CELLULAIRES 



La presente invention a pour objet des boites bioactives pour, cultures cellulaires, 
et leurs utilisations pour la mise en oeuvre de precedes d' etude du vieillissement 
cellulaire, de la diff6renciation cellulaire, et de Tapoptose, de procedes de criblage de 
molecules anti-age, de proc6des de criblage de molecules antitumorales, de methodes de 
diagnostic in vitro de la malignit6 de cellules tumorales et done de m6thodes de 
pronostic in vitro de tumeurs, ou de proc6d6s d'6tudes concemant des recherches sur la 
signalisation regulant la morphologie, la bioadli6sion, la proliferation cellulaire et la 
communication intercellulaire. 

Les travaux des Inventeurs ont initialement porte sur Tutilisation de membranes de 
cuprophane qui etaient plaquees sur le fond des boites de Petri, puis ont teste les 
revStements PVP (polyvinylpyrrolidone), HEC (hydroxyethylcellulose), HPMC 
(hydroxypropylmethylcellulose), et CMC (carboxymethylcellulose). Les avantages et 
inconv&iients de ces dififerents materiaux sont rdsumes ci-apres. 

1) la membrane de cuprophane 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite : 48 heures 

" Morphologie cellulaire agr6gee (formation d'agregats cellulaires) et/ou 

arrondie 

- Convient aux etudes de signalisation cellulaire k 45, 90 et 180 minutes 
(Faucheux et al., 1998, 1999, 2000, 2001, et 2002, et Duval et al., 1999) 

- Proliferation cellulaire reduite 

- Inductrice d'apoptose (notamment sur fibroblastes Swiss 3T3) 
Principaux inconvenients : 

- difficile a utiliser (pli^), 

- impossibilite de transfert industriel, 

- n'est plus fabnquee conmiercialement 

2) revgtement de PVP 
Principales caracteristiques : 

- Morphologie cellulaire 6talee (rdsultats identiques a ceux obtenus sur le 
temoin polystyrene (PS)) 

Ce revStement est done inutilisable. 
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3) revetement de HEC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilite 48 heures 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaire legerement reduite 
Principaxix inconvenients : 

- difficailte de mise en oeuvre pour avoir un d6p5t regulier sur le support 

4) revetement de HPMC 
Principales caracteristiques : 

- Stabilit6 : 48 heures 

- Morphologie cellulaire agregee 

- Proliferation cellulaire reduite 

- Revetement bien couvrant homogene et facile i mettre en oeuvre 

- RevStement utilisable pour I'injection de cellules agregees k 90 minutes 
(cuprophane defavorable en raison de plis) ; ex : etude de la fonctionnalite de jonctions 
communicantes par Tinjection de jaune de lucifer. 

Son principal inconvenient reside dans le fait qu'il ne permet pas Tactivation des 
cellules au deli de quelques heures. 

5) revetement de CMC 
Principales caract6ristiques : 

- Stabilite : 48 heures et plus 

- Morphologie cellulaire agregee et/ou arrondie 

- Proliferation cellulaire reduite. 

hiconvenient: recouvrement iucomplet du support : un anneau de PS reste 
accessible aux cellules a la peripheric (mise en oeuvre assez difficile, peu 
, industrialisable). 

La presente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs du fait 
que la bi-couche HPMC (ou alcool polyvinylique (PVA))-CMC permet de pallier aux 
inconvenients des revStements etudies ci-dessus. 

Les avantages de la bicouche CMC ou PVA sur HPMC sont les suivants: 

- RevStement parfaitement couvrant et facile a fabriquer 

- Stabilit6 : au moins 5 jours 

- St6riUsable 
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- Morphologie cellulaire agregee (fibroblastes Swiss 3T3, L929, melanomes, 
lignee d'osteoblastes-like MC 3T3 E14 et MC 3T3 El 24) ou axrondie (jabroblastes 
humains) 

- Proliferation ceUulaire reduite (melanomes B16C3, B16F0, B16F10), MC 
5 3T3, jabroblastes murins Swiss 3T3 et L 929. 

- Differenciation des cellules temoigaee par la synthese de melanine et une 
activite tyrosinase augmentee pour les 3 lign6es de m61anomes 

- Apoptose induite k 24 et 48 heures : activite caspase 3 augmentee a 24 et 48 
heures et activit6 caspase 9 augmentee a 6 heures pour les fibroblastes Swiss 3T3. 

10 La presente invention a pour objet des boites bioactives pour cultures celliilaires 

comportant sur leur fond une bicouche comprenant une couche primaire interne 
d*hydroxypropylmethylcellulose (HPMC), ou d'alcool polyvinylique (PVA), en contact 
avec le fond des boites, et une couche bioactive exteme de carboxymethylcellulose 
situee sur ladite couche inteme. 

15 Les boites bioactives susmentionnees de T invention sont davantage caracterisees 

en ce qu'elles se presentent sous fonne de boites de petri, telles que les boites de petri 
en polystyrene d'origine commerciale, ou sous forme de plaques k puits multiples, au 
fond desquels se situe la bicouche. 

Avantageusement, les boites bioactives susmentionnees de I'invention sont 

20 caracterisees en ce que les epaisseurs de la couche inteme de HPMC ou de PVA, et de 

la couche exteme de CMC, sont de quelques microns, notamment d' environ 1 a 5 
microns. 

L'invention conceme egalement un proced6 de preparation de boites bioactives 
telles que d6finies ci-dessus, caracteris6 en ce qu'il comprend : 
25 - une etape deactivation de la surface du fond des boites par des d6charges 

electromagnetiques, 

- le depot de la couche inteme de H?-:iC r^r le fond des boites, puis sechage, 

- le depot de la couche bioactive exteme sur la couche primaire sechee obtenue a 
r etape precedente, puis sechage. 

30 L'invention a 6galement pour objet Tutilisation de boites bioactives telles que 

d6finies ci-dessus, pour la mise en oeuvre : 

- de procedes d'etude du vieillissemCTit cellulaire, de la differenciation cellulaire, 
et de r apoptose. 
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- de precedes de criblage de molecules anti-age destinees a pr6veDir et retarder les 
effets du vieillissement, 

- de precedes de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers (recherche d'un effet potentiahsateur, ou cumulatif par rapport a I'effet 
inducteur du revdtement), 

- de m6thodes de diagnostic in vitro de la malignit6 de cellules tumorales par 
mesure de la capacity residuelle de cellules canc&reuses ^ se differencier, et a entrer en 
q)optose et done de m6thodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de proc6d6s d'6tudes concemant des recherches sur la signalisation rdgulant 
la morphologie, la bioadhesion, la proliferation celliilaires et la communication 
intercellulaire. 

L'invention a plus particulierement pour objet un proc6d6 d'6tude du 
vieilUssement cellulaire, de la differenciation cellulaire, et de I'apoptose, caracteris6 en 
ce qu'il comprend : 

- une 6t^e de mise en culture des cellules a etudier sur les boites definies ci- 
dessus, 

- I'observation des cellules par microscope pour Etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des prot6ines synth6tis6es, des marqueurs 
membranaires sp6cifiques exprimes, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de I'apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite (test d'exclusion au bleu trypan), de I'activation des caspases (m6tiiodes 
jQuorometriques ou colorimetriques, western blotting), de la fragmentation de la 
chromatine (essai TUNEL), ou de la formation de corps apoptotiques (coloration de 
Hoechst). 

L'invention a egalement pour objet un procede de criblage de molecules anti-age 
destinees a prevenir et retarder les effets du vieillissement, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des fibroblastes, en pr6sence 
des molecules anti-ige a etudi^, sur les boites de culture definies ci-dessus, 

- I'observation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de la proliferation, et de syntheses, 
notamment de prot6ines cellulaires telles que le collag^ne. 
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- et la comparaison avec les observations et r6sultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en T absence desdites molecules anti-Sge a etudier, sur les 
boites d6finies ci-dessus. 

5 L'invention conceme 6galement un precede de criblage de molecules 

antitumorales destinees au traitement des cancers, caracterise en ce qu*il comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animales ou humaines, en presence des mol6cules antitumorales etudier, sur les boites 
de culture definies ci-dessus, 

10 - Tobsoivation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et leur 

differenciation (m61anogenese), 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, diff6renciation 
(detection de synthese de melanine et activite tyrosinase, synthese de fibronectine, de 
I'expression de marqueurs tumoraux comme MelCam, Texpression de cadh^rines, (mise 

15 en evidence par western blotting par ex.) et de I'apoptose (etude des activites caspases 

par spectrofluorometrie, western blotting par ex. et autres methodes telles que TIINEL, 
coloration de Hoechst. . .) 

- et la comparaison avec les observations et r6sultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que temoins, lesdites cultures temoins 6tant eflFectu6es par mise 

20 en culture desdites cellules en Tabsence desdites molecules antitumorales k etudier, sur 

les boites de culture definies ci-dessxis. 

L'invention a 6galement pour objet une methode de diagnostic in vitro de la 
malignite de cellules tumorales par mesiure de la capacite residuelle de cellules 
cancereuses k se differencier, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

25 - une etape de mise en culture de cellules cancereuses, telles que des cellules de 

melanomes humains obtenues k partir de biopsies, sur les boites de culture definies ci- 
dessus,- 

- Tobservation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et 
differenciation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur prolif6ration (detection 

30 de synthase de m61anine intxacellulaire selon la technique decrite par De Pauw-Gillet et 

al {Anticancer Research 1990, 10, 391-96), d'activite tyrosinase (mdthode de dosage 
utilis6e d6crite par Steinberg et al (J Cell Physiol 1976, 87, 265-76), de fibronectine, 
(immunocytochimie, RT-PCR)), de leur viabilit6, et de Tapoptose. 
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L'invention conceme 6galement T application de la mdthode de diagnostic 
susmentionnee au pronostic in vitro de tumeurs. 

L'invention a egalement pour objet des procedes d'etudes concemant des 
recherches de signalisation cellulaire (voies de TAMPc et des MAPK en particulier), sur 

5 la morphologie, la bioadhesion (par rapport a Tetat deactivation ou d'inactivation des 

integrines), la proliferation, la communication intercellulaire (detection de cadherines, 
connexines, int6grines), a partLr de techniques diverses telles que observations 
microscopiques, westem blotting, RT-PCR, cytometric en flux, inmiunomarquages, 
injection de jaune de lucifer dans les agregats, lesdits procSdes etant effectues par mise 

10 en culture des cellides a etudier sur des boltes de culture d6finies ci-dessus, observation 

et mesure des evenements susmentioimes. 

L'invention sera davantage illustree k Taide de la description detaillee qui suit 
d'un precede d'obtention d'une boite de culture comportant une bicouche telle que 
definie ci-dessus selon Tinvention, ainsi que de leur utilisation dans le cadre de la mise 

15 en culture de cellules. 

J) Description experimentale de realisation des revetements de boites de petri 

Les travaux sont effectu6s avec des boites d'origine commerciale, generalement en 
20 polystyrene. Elles peuvent Stre de petite, moyenne ou grande taille. Ce pent egalement 

6tre des systfemes a puits multiples 

Les travaux ont 6te effectu6s avec des boites en provenance de Greiner® Bio one. 

Les boites sont utilis6es en Tetat (pas de lavage qui risque de polluer ou alt6rer 
Tetat de sxuiace). 

25 Les traitements s'effectuent en plusieurs etapes lesquelles sont effectuees en 

milieu "salle propre ou salle blanche". 

1) activation de surface par des decharges electromagnetiques, (plasma, 
decharges comxinnes). 

Par exemple par plasma on utilise \m systeme RF 13,56 MHz, avec un reacteur 
30 d'environ 20 litres de capacite. On precede la fafon suivante : 

Les objets sont places k Tint^rieur du reacteur, puis on applique le vide Qusqu'a 
environ 1 Pa), puis on fait rentrer du gaz, par exemple de Toxyg^ne jusqu'^i une pression 
partielle de 5 ^10 Pa, La d6charge 61ectromagnetique est alliunee et mairitenue (c'est 
automatique) a une certaine puissance (par exemple SOW) et pendant 5 minutes- 

6 



wo 2005/054424 



PCT/FR2004/003031 



A Kssue de ce temps les boites sont r6cuper6es. L'efficacit6 du traitement est 
appreciee par mesure du mouiilage avec le test de la goutte d'eau (Uangle de contact est 
inferieura25°). 

2) depot d'une coiiche (primaire) 

Dans les minutes suivant Tactivation de surface on depose une couche du 
polym^re HPMC E4M a partir d'une solution aqueuse , que Ton aura degazee pour 
chasser Tair dissout, a 0,2%/eppi. Les boites sont remplies puis videes aprbs quelques 
instants, mises k egoutter en milieu aer6 puis s6chees en 6tuve ventil6e a 50^C pendant 
Iheure environ. 

L'eflacacit6 du traitement est appreci6e par mesure du mouiilage avec le test de la 
goutte d'eau : Tangle de contact est de Vordre de 50a 60° 

3) D6p6t d*iine couche bioactive 

La deuxieme couche de polymere CMC 7LF est deposee comme pr6cedemment a 
partir d'une solution aqueuse (eau ppi) prealablement degazee, et a une concentration de 
0,2%. 

Apres egouttage et sechage a SO'^C les boites sont anballees soit individuellement 
soit par lot de 10 et sous un courant d'azote. 

Pour le contrdle qualit6 reflScacite du traitement est appreci6e par mesure du 
mouiilage avec le test de la goutte d'eau : Tangle de contact est de Tordre de 40 k 45° 

Dans la suite, les boites ainsi obtenues seront notaimnent designees boites 
enduites de cellulose ou Boites pour Culture cellulaire Bioactives (BCB) 

11) ASPECTS BIOLOGIQUES 

1) Preparation des baites-endttites de-ceHtttese 

Avant utilisation, les boites enduites de cellulose sont traitees pendant 1 heure a T 
du laboratoire avec une solution d'antibiotiques (peniciUine, streptomycine) a 1% en eau 
ultra-pure. Elles sont ensuite rincees 3 fois k Teau ultra-pure. 

Recemment, les solutions dUPMC et de CMC ont et6 filtr6es st6rilement avant 
d'etre utilisees pour Tenduction. Les boites ont alors seulement et6 souniises k un bain 
d'eau ultra-pure pendant 1 heure a T du laboratoire avant d'etre ensemencees avec les 
cellules. 
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Apres sterilisation des bottes pour culture cellulaire bioactives (BCB) par I'oxyde 
d' ethylene et desoiption du gaz selon les mdthodes lente ou acceler^e classiquement 
utilisees dans I'industrie, les agregats cellulaires peuvent Stre maintenus en culture 
pendant une semaine si Ton rajoute du miUeu complet au 3^"" ou 4^'' jour de la culture. 

2) Caract6risatioii biologiane dn revStement 

Apres le traitement habituel suivi d'l heure dHncubation k 37°C en presence d'une 
solution de fibionectine (Fn) humaine ou bovine k une concentration de 3 p-g/cm et 3 
lavages en eau ultra-pure, les boltes sont ensemencees avec des cellules et la 
morphologie des ces demieres est observee aprfes 3 heures. L'absence d'6talement 
cellulaire indique l'absence d'adsorption de Fn par la surface cellulosique. 

Cette observation est confirmee par l'absence de marquage positif si, aprfes avoir 
6t6 incubee avec du serum, ou avec des cellules de melanome s6cr6tant de la Fn, la boite 
enduite de cellulose est sounaise a un immunomarquage indirect (anticorps primaire de 
lapin reagissant avec la Fn bovine et la Fn murine, anticorps secondaire de chevre anti- 
\spm couple k la rhodamine). Dans les m&nes situations, un resultat positif est obtenu 
avec le contr61e PS. 

a-t Effet inductenr snr les ceUnles adh^ren tes : controle polvstvrfene (PS> poar 
culture de cellules 

Les cellules sont cultivees en milieu supplements par 10% de s6rum de veau 
foetal, 1% de L-Glutamine et 0.5% d'antibiotiques (penicilline, streptomycine). 

-a-morphologie cellulaire : celle-ci est observee au microscope inverse en 
contraste de phase, ou au miaroscope 61ectronique environnemental (ESEM). 

Des cellules arrondies et agr6g6es (6tal6es sur PS) : lign6es murines : fibroblastes 
Swiss 3T3, L929, Melanomes B16 C3, B16 FO. B16 FIO, osteoblastes MC 3T3 El sous 
clones 4 et 24, cellules primaires de metastases de melanomes B16F10 induites chez la 
souris C57 Black 6 sont utilis6es. 
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L'agregation des cellules de melanomes B16 est dependante da calcium : en 
Tabsence de Ca"*^ (milieu sans serum, monencine, tetrandrine), le pourcentage de 
cellules isolees est tres significativement augmente pour les 3 lignees apres 1 et 3 
heures. 

5 

-b-proliferation : 10 000 cellules sont ensemencees par cm^. Les cellules sont 
compt6es (hemocytom^tre de Malassez) apres 24 et 48 heures de culture. 

A 24 heures, les differences eventuellement observees entre le contrdle PS et le 
1 0 revetement cellulosique ne sont pas significatives. 

Par contre, k 48 heures, les cellules sur cellulose sont 2 fois moins nombreuses 
que celles sur PS. 

Ceci a ete verifie avec toutes les lignees etudiees. 

H est a noter que les lignees B16F0etB16F10 proliferent plus sur cellulose que 
15 la lignee B16 C3, non metastatique. Le nombre de cellules B16 FO et FIO est multiplie 

par 3 sur cellulose. H est multiplie par 6 sur PS, en presence ou en absence de MSH 10'^ 
M melanin stimulating hormon utilisee comme deuxieme controle. Le nombre de 
cellules B16 C3 reste stable apxhs 48 heures sur cellulose, il est multiplie par 2 sur PS 
en presence comme en absence de MSH. 

20 

Des cultures en milieu SCTii-solide d'explants de metastases induites chez la 
souris par injection de cellules du m61anome B16F10 (selon la technique ddcrite par 
Duval et al, : 1999. Cell & Materials, 9, 31-42) ont montr6, apres 14 jours au contact 
d'echantillons BCB, une inhibition trfes significative de la proliferation des cellules 
25 autour de Texplant, comparativement aux voiles cellulaires largement developpes au 

contact des echantillons de PS contrdles. 

-c-viabilite : test d^exclusion au bleu trypan 

30 Apres 48 heures de culture, la viabilite des cellules rondes et agr6gees sur 

cellulose est inferieure k celle mesuree sur PS (environ 94% sur cellulose et 99% sur 
PS). 
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La viability des ost^oblastes MC3T3 El est trfes affect6e sur BCB. 50% des 
cellules initialement ensemencees ont disparu i 24 heures, et 75% a 48 heures. (cf f- 
^optose). 

-d-syntheses : 

Proteines totales par ceUule (dosage par la methode de Bradford, kit commercial) : 
les lignees Swiss 3T3 et B16 montrent me synthase augment6e apres 48 heures sur 
cellulose. Les autres lignees n'ont pas et6 ^tudiees. 

Synthase de Fn : les cellules agr6g6es sur cellulose presentent un marquage 
p6riph6rique positif dhs 3 heures, augment^ k 24 heures (immunomarquage indirect 
utilisant un anticorps primaire anti Fn de souris, non reactif vis a vis de la Fn bovine). 
MSH favorise aussi une augmentation de synthese de Fn qui apparaSt bien localisee au 
niveau des contacts cellulaires pour les trois lignees de m61anomes cultivees sur PS. 

Synthase de m61anine intracellulaire : selon la technique d6crite par De Pauw- 
Gillet et al {Anticancer Research 1990, 10, 391-96). 

Une augmentation significative de la melanine intracellulaire est observee aprfes 
48 heures pour les 3 lignees B16 agregfes sur cellulose. L'eflEet inducteur du revetement 
cellulosique sur la synthase de melanine est au moins equivalent sinon sup6rieur h. celui 
obtenu avec MSH 10"' M 

Ce r6sultat est compl6t6 et confirm^ par une augmentation de l'activit6 tyrosinase 
dans les 3 hgn6es cultiv6es sur cellulose a 48 heures. La rndthode de dosage utilis6e est 
celle d6crite par Steinberg et al (J Cell. Physiol. 1976, 87, 265-76). La encore, les 
resultats sont 6quivalents ou sup6rieurs a ceux mesures en presence de MSH, 

Des cultures en milieu semi-solide d'explants de metastases induites chez la 
souris par injection de cellules B16F10 ont montre, apres 14 jours au contact 
d'6chantillons BCB, une charge importante en m61anine des cellules autour de Vexplant, 
comparativement aux voiles cellulaires am61aniques largement d6velopp6s au contact 
des echantillons de PS controles. 
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-e-expression de prot^ines membranaires : rfecepteurs et marquevrs 



Par immunomarquages et western blotting, les cadh6rines N ont 6t6 6valuees. Les 
cellules agreg6es sur cellulose montrent une augmentation des cadh^rines N. Toutefois, 
une decroissance des P-catenines (immunoprecipitation et western blotting) suggerent 
une perte de fonctionnalit6 des cadherines N exprimees sur cellulose, 

Le marqueur tumoral Mel-Cam, observable i partir de cellules B16 FIO (western 
blots) cultiv^s 48 heures sur PS n'est plus expiimd k la surface des cellules cultiv6es le 
m&me temps sur cellulose. 

-f-apoptose : d6tenninee par mesure d'activite de la caspase 3 par fluorom^trie 
ou western blotting, et m6tbode TUNEL (kit commercial) 

L'activit6 caspase 3 est g6neralement augment6e 24 et 48 heures dans les 
celltdes agregees sur cellulose. Ce resultat est confinne par I'essai TUNEL. Les cellules 
testees sont : les fibroblastes Swiss 3T3, les osteoblastes MC 3T3 El, et les 3 Ugnees de 
m61anomes B 16. Les autres lignees et les cultures primaires de metastases induites par 
injection de cellules B16 FIO chez la soviris seront par la suite verifi6es. 

Des essais compl6mentaires par marquage k I'Annexine V en cytometric de flux 
ont montr6 une survie prolong6e des cellules de m61anomes B16 a 5 et 8 jours et meme 
au-del4 pour les B16C3. Au contraire, les ost6oblastes de lign6e MC3T3 El entrent trhs 
prdcocement en apoptose (avant 24 heures de culture). 

Les BCB mettent done en Evidence des sensibilit6s diff6rentes k I'apoptose 
suivant les types cellulaires analys6s. 

Des explants de metastases induites chez la souris par injection de cellules 
B16F10, cultives 14 jours sur milieu semi-solide, ont montre au contact d'echantillons 
BCB un pourcentage de cellules j^wptotiques significativement plus 61ev6 que celui 
6tabU k partir des contrdles cultives au contact de PS (methodes utilisees : marquage k 
TAmexine V en cytometrie de flux et TUNEL). 
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Conclusions 

L'efifet inducteur est un effet differenciant : cf paragraphes b, d, et e, ci-dessus. 

Le materiau a une efficacite egale ou superieure a MSH 10"'^ M, agent 
differenciant utilise comme controle dans les cultures sur PS. 

Le revStement est inducteur dapoptose chez des cellules normales et cancereuses : 
cf paragraphes c, et f, ci-dessus. 

Essai de culture prolongee : 5 jours, realise avec des B16 C3. 

R6sultats concluants : gros amas tr^s melaniques, maintien de Tetat agr6g6. 
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1- Boites bioactives poiir cultures cellulaires comportant sur leur fond une 
bicouche comprCTiant une couche primaire interne d'hydroxypropylmethylcellulose 
(HPMQ, ou d'alcool polyvinylique (PVA), en contact avec le fond des boites, et une 
couche bioactive exteme de carboxymethylcellulose situee sur ladite couche interne. 

2- Boites bioactives selon la revendication 1, caract6risees en ce qu'elles se 
pr6sentent sous forme de boites de petri, telles que les boites de petri en polystyrene 
d'origine conmierciale, ou sous forme de plaques a puits multiples, au fond desquels se 
situe la bicouche. 

3. Boites bioactives selon la revendication 1 ou 2, caracterisees en ce que les 
epaisseurs de la couche interne de HPMC ou de PVA, et de la couche exteme de CMC, 
sont de quelques microns, notamment d'environ 1 i 5 microns. 

20 4. Proc6d6 de preparation de boites bioactives selon Tune des revendications 1 k 

3, caract&is6 en ce qu*il comprend : 

- une etape d'activation de la surface du fond des boites par des d6charges 
electromagnetiques, 

- le depot de la couche interne de HPMC sur le fond des boites, puis sechage, 

25 - le dep6t de la couche bioactive exteme sur la couche primaire sechee obtenue k 

r etape precedente, puis sechage. 

5. Utihsation de boites bioactives selon Tune des revendications 1 a 3, pour la 
mise en oeuvre : 

30 - de procedes d' etude du vieillissement cellulaire, de la differenciation cellulaire, 

et de Tapoptose, 

- de procedes de criblage de molecules anti-ige destinees k prevenir et retarder les 
effets du vieillissement. 
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- de proced6s de criblage de molecules antitumorales destinies au traitement des 
cancers, 

- de methodes de diagnostic in vitro de la malignite de cellules tumorales par 
mesure de la capacite residuelle de cellules cancereuses a se differencier, et a entrer en 
apoptose et done de methodes de pronostic in vitro de tumeurs, 

- ou de precedes d' etudes concemant des recherches sur la signalisation regulant 
la morphologie, la bioadhesion, la proliferation cellulaires et la cormnimication 
intercellulaire. 

6. Proc6de d'etude du vieillissemrat cellulaire, de la difEerenciation cellulaire, et 
de Tapoptose, caract6ris6 en ce qu'il comprend : 

- tme 6tape de mise en culture des cellules a etudier sur les boltes d6finies dans 
Tune des revendications 1^3, 

- Tobservation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, d'une differenciation cellulaire, par 
mesure de la proliferation cellulaire, des proteines synthetisees, des marqueurs 
membranaires specifiques exprimes, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de 1' apoptose des cellules, par mesure 
de la viabilite, de T activation des caspases, de la firagmentation de la chromatine ou de 
la formation de corps apoptotiques 

7. Proc6d6 de criblage de mol6cules anti-age destinees a pr6venir et retarder les 
eflfets du vieillissement, caract6rise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des fibroblastes, en pr6sence 
des molecules anti-ige a etudier, sur les boites de petri definies dans I'une des 
revendications 1 i 3, 

- r observation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de la proliferation et de syntheses, 

- et la comparaison avec les observations et resultats obtenus sur des cultures de 
cellules utiUsees en tant que temoins, lesdites cultures temoins etant effectuees par mise 
en culture desdites cellules en Tabsence desdites molecules anti-age k etudier, sur les 
boites definies dans Tune des revendications 1^3. 
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8. Proced6 de criblage de molecules antitumorales destinees au traitement des 
cancers, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules, telles que des cellules de melanome 
animales ou hximaines, en presence des molecules antitumorales a etudier, sur les boites 
definies dans Tune des revendications 1 a 3, 

- robservation des cellules par microscope pour etudier leur morphologie et leur 
dijBF6renciation, 

- et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, diff6renciation, et 
de r^optose, 

- et la comparmson avec les observations et r6sultats obtenus sur des cultures de 
cellules utilisees en tant que t6moins, lesdites cultures temoins etant eflFectu6es par mise 
en culture desdites cellules en Tabsence desdites molecules antitumorales k 6tudier, sur 
les boites dejQnies dans Tune des revendications 1 a 3. 

9. Methode de diagnostic in vitro de la malignite de cellules txmiorales par mesure 
de la capacite residuelle de cellules cancereuses a se differencier, caxacteris6e en ce 
qu'eUe comprend : 

- une etape de mise en culture de cellules canc6reuses, teUes que des cellules de 
melanomes humains obtenues a partir de biopsies, sur les boites de petri definies dans 
Tune des revendications 1 si 3, 

- robservation des cellules par microscope pour 6tudier leur morphologie et 
difiEerenciation, et/ou la detection, voire la quantification, de leur proliferation, viabilite 
et de Tapoptose. 

10. Application de la methode de diagnostic selon la revendication 9, au pronostic 
in viti'o de tumeurs. 
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